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Fv-Aatikdrper-Konstrukte 

Die vorliegende Erfindung betrifft Fv-Antikorper-Konstrukte, 
die eine Regression von Morbus Hodgkin induzieren konnen, ftir 
solche Fy-Antikorper-Konstrukte kodierende DNAs sowie ein 
Verfahren zur Hers tel lung der Fy-Antikorper-Konstrukte iind ihre 
5 Verwendung . 

Naturliche Antikorper weisen vier variable Domanen, zwei V„- 
und zwei VL-Domanen, auf • Die variablen Domanen dienen als 
Bindungsstellen fiir ein Antigen, wobei eine Bindungss telle aus 

10 einer V„- und einer VL-Domane ausgebildet ist. Naturliche Anti- 

korper weisen zwei gleiche Bindungsstellen auf, d.h. sie er- 
kennen ein Antigen und werden daher auch als monospezif isch 
bezeichnet. Kunstliche Antikorper konnen auch zwei verschiede- 
ne Bindungsstellen auf weisen, d.h. sie erkennen dann zwei 

15 Antigene und werden entsprechend als bispezifisch bezeichnet, 
Ein Beispiel solcher Antikorper ist jener, der den FcylllA 
Rezeptor (CD16) von nattirlichen Killerzellen (NK-Zellen) und 
das Oberf lachenprotein CD30 von Morbus Hodgkin- Zellen er- 
kennt- Mit diesem AntikSrper (biinAbHRS-3/A9) konnen NK-Zellen 

20 aktiviert und gegen Morbus Hodgkin-Zellen ausgerichtet werden, 
wodurch eine Regression von Morbus Hodgkin induziert wird 
(vgl. Hartmann, F. et al . , Blood 89 (1997), 2042 ) . Anderer- 
seits hat sich gezeigt, daS biinAbHRS-3/A9 nur schwer herstell- 
bar bzw. reinigungsf ahig ist. Daruber hinaus hat sich gezeigt, 

25 dafi bimAbHRS-3/A9 bei vielen Patienten unerwunschte Immunre- 

aktionen hervorruft. 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, 
einen Antikorper bereitzustellen, mit dem eine Regression von 
30 Morbus Hodgkin induziert werden kann, wobei vorstehende Nach- 
teile vermieden werden. 



Erf indungsgemaS wird dies durch die Gegenstande in den Patent- 



und Prolin (P) und vorzugsweise O - 10 Aminosauren umfas- 
sen kann, 

(b) eine VH-Domane eines anti-CD30-Antik6rpers und eine V^- 
5 Domane eines anti-CDl6-Antik6rpers, wobei die DomSnen 

liber vorstehenden Peptidlinker 1 miteinander verbunden 
sind, 

wobei die Eleraente (a) und (b) tiber einen Peptidlinker 2 mit- 
10 einander verbunden sind, der jegliche Aminosauren, insbesonde- 
re Glycin, Serin und Prolin und vorzugsweise 3-10 AminosSu- 
ren und ganz besonders die AminosSuresequenz GGPGS umfassen 
kann. Erganzend wird auf die Patentanmeldung 198 19 846.9 des 
Anmelders verwiesen. 

15 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine 
Nukleinsaure, insbesondere eine DNA, die flir ein vorstehendes 
Fv-Antikorper-Konstrukt kodiert. Ferner sind Expressions-vekto- 
ren, die eine solche DNA enthalten, ein Gegenstand der vorlie- 

20 genden Erfindung. Bevorzugt wird der Express ionsvektor pKIDl6- 

30 von Fig. 1. Dieser wurde bei der DSMZ (Deutsche Sammlung 
fur Mikroorganismen und Zellen) am 29. Juli 1999 unter DSM 
12960 hinterlegt. Desweiteren sind Zellen, die einen vorste- 
henden Express ionsvektor enthalten, ein Gegenstand der vorlie- 

25 genden Erfindung. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein 
Kit, \imfassend: 

30 (a) ein erf indungsgemSSes Fv-Antik5rper-Konstrukt , und/oder 

(b) einen erf indungsgemaSen Expressionsvektor , sowie 

(c) iibliche Hilfsstoffe, wie Puffer, Losungsmittel , Trager, 
Kontrollen und Marker. 

35 Von den einzelnen Komponenten konnen ein oder mehrere Ver- 

treter vorliegen. 

Die vorliegende Erfindung stellt ein Fv-Antikorper-Konstrukt 




bereit, das Bindungsstellen fur einen CD16-Rezeptor und ein 
CD3 0-Oberf lachenprotein aufweist . Dieses Fy-Antikorper-Kon- 
strukt laSt sich in groSen Mengen und groSer Reinheit her- 
stellen. Auch weist es keine Teile auf, die zu unerwunschten 
Iitimunreaktionen bei Patienten fuhren kbnnen. Besonders kenn- 
zeichnet sich das Fv-Antikorper-Konstrukt dadurch, dafi es NK- 
Zellen aktivieren und gegen CD30-Oberf lachenproteine exprimie- 
rende Zellen, insbesondere Tumorzellen, ganz besonders Morbus 
Hodgkin- oder Reed-Sternberg Zellen, ausrichten kann, wodurch 
diese Zellen lysiert werden. Somit eignet sich die vorliegende 
Erfindung gegen Erkrankungen vorzugehen, bei denen CD30-Ober- 
f lachenproteine exprimierende Zellen eine Rolle spielen. Sei- 
che Erkrankungen sind z.B. Tumor erkrankungen, insbesondere 
Morbus Hodgkin. 

Kurze Beschreibung der Zeichnungen: 

Fig. 1 zeigt den erf indungsgeitiaSen Expressionsvektor 
pKIDl6-30. Dieser kodiert fur zwei einzelkettige 
Fv-Antikorper-Konstrukte, von denen das eine die V„- 
Domane eines anti-CDl6-Antik6rpers und die VL-Domane 
eines anti-CD30-Antik6rpers und das andere die Vh- 
Domane eines anti-CD30-Antik6rpers und die VL-Domane 
eines anti-CDl6-Antikerpers aufweist. Nach Expres- 
sion der einzelkettigen Fv-Antikorper-Konstrukte 
lagern sich diese aneinander, wodurch ein erf in- 
dungsgemaSes Fy-Antikorper-Konstrukt erhalten wird. 

Fig. 2 zeigt eine FACS-Analyse der Bindung eines erfin- 
dungsgemaSen Fy-Antikorper-Konstruktes an CD3 0'' 
L540CY Morbus Hodgkin- Zellen und CD16'' Granulocyten. 
Die Tumorzellen und die Granulocyten wurden jeweils 
mit 20 fig des erf indungsgemafien Fv-Antikorper-Kon- 
struktes inkubiert. Die Bindung des Fv-Antikorper- 
Konstruktes wurde mit dern anti-c-myc Antikorper 9E10 
und Fluorescein-konjugiertem Ziege-anti-Maus IgG 
bestimmt. Als Negativ-Kontrolle wurden die Zellen 
alleine mit 9E10 und Fluorescein-konjugiertem Ziege- 



anti-Maus-IgG inkubiert. 

Fig. 3 zeigt die cytolytische Aktivitat von in peripheren 
Blutlymphozyten (PBL-Zellen) enthaltenen NK-Zellen 
5 (Effektor) gegentiber CD30* L540CY Morbus Hogdkin- 

Zellen (Zielzellen) bei unterschiedlichen Effektor- 
Zielzellen-Verhaitnissesn in einem 5h JAM-Test. Ein 
erf indungsgemaSes F^-Antikorper-Konstrukt (•) wurde 
mit einer Konzentration von 1 fig/ml verabreicht. Als 
10 Kontrolle wurde biinAbHRS-3/A9 (^) (mit einer Konzen- 

tration von 4 ftg/ml verwendet. Als Negativ- Kontrol- 
le wurden das erf indungsgemaSe F^-Antikorper-Kon- 

strukt ohne NK-Zellen (<>) und NK-Zellen alleine (□) 
verwendet . 

15 

Fig. 4 zeigt die Behandlung von SCID Mausen, die Morbus 
Hodgkin-Xenotransplantate tragen, mit einem erfin- 
dungsgemaSen F^-Antikorper-Konstrukt . Die Mause wur- 
den am Tag 0 i.V. mit 100 /xg eines erf indungsgemaSen 

20 Fy-AntikOrper-Konstruktes zusammen mit NK-Zellen 

enthaltenden PBL-Zellen (•) bzw. ohne solche (<>), 
mit 200 ^1 PBS (*), mit 1 x lO'' PBL-Zellen (□) , bzw. 
mit einem Gemisch von 100 fig mAb HRS-3 und A9 zu- 
sammen mit PBL-Zellen (0) behandelt. Tumor-Durch- 

25 messer wurden zweimal pro Woche gemessen und das 

Tumor-Volumen wurde mit folgender Formel berechnet: 
Volumen = d^x Dx7C/6, wobei d der kleinere und D der 
groSere Tumor-Durchmesser ist. 



30 



Belspiel 1: Konstrxiktlon des er£indungsgemaSen Expressions- 

vektors pKJDl6-30 

Die cDNA der V„- und Vi,-Domanen eines anti-CD16-Antikorpers mAb 
5 A9 wurde einer PGR unterzogen, Hierftir wurden die folgenden 
Primer verwendet: 

VH5', S-CAGCCG GCCATGGC GCAGGTC (G) CAGCTGCAGC (G) AG-3 (Ncol) ; 

VH3 ' , 5-CCAGGGGCCAGTGGATAGACAAGCTTGGGTGTTGTTTT-3 (Hin- 

dlll) ; 

1 0 VL5 ' , 5 -AGAGACGCGTACAGGCTGTTGTGACTCAGG- 3 { Mlul ) ; 

VL3 ' , 5 -GACTGCGGCCGCAGACTTGGGCTGGCC - 3 ( No 1 1 ) . 
Die PGR wurde wie folgt durchgefiihrt : Ein Zyklus; 5 min bei 
94*'G, 3 min bei 58**G und 2 min bei 72°C, gefolgt von 3 0 Zyklen; 
80 sec bei 94^*0, 80 sec bei SS^'C und 2 min bei 72''C bzw, letz- 

15 teres 10 min im letzten Zyklus. Die PCR-Produkte wurden Gel- 

gereinigt und in den Vektor pCR-Script SK(+) (Stratagene) zur 
Sequenzierung inseriert. Zur Expression wurde die V„-Domane 
liber Ncol /Hindi 1 1 und die V^-Domane iiber Mlul /Not I in den 
Vektor pH0G21 inseriert, 

20 

Die V„- und VL~Domanen eines anti-CD30-scFv-Fragmentes wurden 
einer PGR unterzogen. Hierftir wurden die folgenden Primer 
verwendet : 

5 - ATGACG ATGATTACGCGAAGG - 3 
25 5 -AGAC AAGGTTG GGTGTTGTTTTGGGTGAGGAGACGG-3 (Hindlll) ; 

5 -GGCG GATATGG AGCTGACTGAGTCTCG-3 (EcoRV) 
5-TATAGCGGCCGCAGGATCAGGCGGTTTGATTTCC-3 (NotI) . 
Die V„- und VL-Domanen des anti-CD30-scFv-Fragmentes bzw. des 
anti-GDl6-scFv-Fragmentes wurden in den Express ionsvektor pKID 
30 inseriert, wodurch der erf indungsgemSSe Express ionsvektor pKID 
16-30 erhalten wurde. Dieser kodiert ftir die einzelkettigen Fv- 
Antikorper-Konstrukte Vh IS-V^ 30 und V„ 30-Vl 16. 

Belspiel 2: Expression des erf indungsgemSfien F^-Antikorper- 
35 Konstruktes in Bakterien 

E.coli-Xll Blue-Zellen (Stratagene, La Jolla, CA) , die mit dem 
Expressionsplasmid pKIDl6~30 transf ormiert worden waren, wur- 
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den liber Nacht in 2YT-Medi\Hn mit 100 /xg/ml Ampicillin und 100 
mM Glucose bei ST'C gezuchtet. 1 : 20-Verdunnungen der xiber 
Nacht -Kulturen wurden als Kolbenkulturen in 2YT-Mediiam bei BS'^C 
unter Schiitteln mit 280 rpm gezuchtet. Bei eineiti ODgoo-Wert von 
0,8 vmrden die Bakterien durch 10 mintitige Zentrifugation mit 
1500 g bei 20''C pelletiert und in dem gleichen Volumen eines 
frischen 2YT-Medixams , das 100 ^g/ml Ampicillin und 0,4 M Sac- 
charose enthielt, resuspendiert . IPTG wurde mit einer Endkon- 
zentration von 0,1 M zugesetzt und das Wachstum wurde bei 21^C 
(20-22*'C) 18-20 h fortgesetzt. Das F^-Antikdrper-Konstrukt 
wurde wie in Kipriyanov, S,M. et al . , Protein Engineering 10, 
(1997), 445 beschrieben, isoliert. AnschlieSend wurde es durch 
eine Ammoniumsulf atf allung (Endkonzentration 70 % Sattigung) 
eingeengt. Das Proteinprazipitat wurde durch Zentrifugation 
(30000 g, 4**C, 45 min) gewonnen und in 10 % des Anf angsvolumens 
von 50 mM Tris-HCl, 1 M NaCl, pH 7 , 0 aufgelost. Eine immobili- 
sierte Metallaf f initats-Chromatographie (IMAC) wurde wie in 
Kipriyanov, S.M. et al., J- Immunol. Methods 200, (1997), 69 
beschrieben, durchgefuhrt . Das gereinigte F^-Antikorper-Kon- 
strukt wurde gegen eine Phosphat-gepuf f erte Kochsalzlosung 
dialysiert . 

Beispiel 3: Charakterisierung des er£indungsgexna&en F^-Axi- 

tikorper-Konstruktes 

(A) Durch£luEcytometrie 

Zum Nachweis der Bindung eines erf indungsgemafien Fy-Antikorper- 
Konstruktes an GDI 6* Granulocyten und CD30* L540CY-Morbus 
Hodgkin-Zellen wurde eine FACScan (Beckton Dickinson) -Analyse 
durchgefuhrt. Hierzu wurden 1 x 10^-Zellen zweimal in eiskaltem 
PBS-N (PBS, 0,05% NaNs) gewaschen und mit 100 fil des F^-Anti- 
korper-Konstruktes von Beispiel 2 45 min auf Eis inkubiert. 
Die Zellen wurden 5 min mit 1200 rpm bei 4°C pelletiert und mit 
2 ml PBS-N gewaschen. Die Zellen wurden in 100 /ul PBS-N, das 
10 /xg/ml des an das c-myc bindenden Antikorpers 9E10 (ICI 
Chemikalien) enthielt, resuspendiert und 30 min auf Eis inku- 




biert. Die Zellen wurden pelletiert und wie vorstehend ge- 
waschen. Danach wurden die Zellen mit Fluorescein-markiertem 
Z lege -ant i-Maus IgG (Gibco BRL; 1:100 verdunnt in PBS-N) , 
resuspendiert und 30 min auf Eis inkubiert. Nach erneutem 
5 Waschen mit PBS-N waren die Zellen fiir die Analyse mit PBS-N, 
das 1 /zg/ml Propidiumjodid (Sigma) enthielt, bereit. Hinter- 
grund-Fluoreszenz wurde bestimmt, indem die Zellen mit dem 
Antikorper 9E10 und Fluorescein-markiertem Ziege-anti-Maus-IgG 
unter gleichen Bedingungen inkubiert wurden. 

10 

Es zeigte sich, daS das erf indungsgemaSe F^-Antikorper-Kon- 
strukt sowohl CD16* Granolocyten als auch CD30* L540 CY Morbus 
Hodgkin-Zellen erkennt und an sie bindet. 

15 (B) Cytotoxizitatstest: 

Zum Nachweis der Aktivitat eines erf indungsgemaSen Fy-Antikor- 
per-Konstruktes NK-Zellen zu aktivieren, L540CY Morbus 

Hodgkin-Zellen zu lysieren wurde ein Cytotoxizitatstest ent- 

20 sprechend des in Matzinger, P., J. Immunol, Meth. 145 (1991), 

185 beschriebenen JAM-Tests durchgefuhrt . In dem Cytotoxizi- 
tatstest wird die DNA-Fragmentierung bewertet. Zellen wurden 
mit [^H] Thymidin bis zu einer Endkonzentration von 2,5-5 
/iCi/ml ftir 4-6 h markiert. Die Zellen wurden pelletiert, ein- 

25 mal mit Kulturmedixim gewaschen und auf 10* Zellen/Vertiefung 
einer 96-Lochplatte eingestellt. Nach Zugabe von Effektor- 
Zellen (NK Zellen enthaltende periphere Blutzellen "PBL-Zel- 
len") in verschiedenen Verdunnungen wurde die 96 .Lochplatte in 
einer befeuchteten Atmosphare mit 7,5 % CO2 ftir 4 h inkubiert. 

30 Die Zellen und das Medium wurden auf Fiberglas-Filter gesaugt. 

Nach Waschen und Troclcnen der Filter wurden sie in Plastik- 
Tuten uberfiihrt, die eine Szintillationsf lussigkeit enthielten 
und unter Verwendung eines Flussig-Szintillations-Zahlers 
(LKB) gezahlt. Die gemessene Radioaktivitat bezieht sich auf 

35 intakte DNA, da DNA aus toten Zellen in kleine Fragmente abge- 

baut ist, die nicht von den Filtern festgehalten werden. Zur 
Bestimmung der Cytotoxizitat , d.h. der Abtotung von Zellen, 
wurde die Standardf ormel ftir den JAM-Test verwendet: % spezi- 



fische Abtotung = (S-E)/S 100, wobei E = experiment ell erhal- 
tene DNA in Gegenwart von Ef f ektor-Zellen (in cpm) und S = 
erhaltene DNA in Abweseneheit von Eff ektor-Zellen (spontan) . 

5 Es zeigte sich, dafi ein erf indungsgemaSes Fv-Antikorper-Kon- 
strukt NK-Zellen aktivieren kann, CD30* L540CY Morbus Hodgkin- 
Zellen zu lysieren, wobei die Lyse starker ist als bei Verwen- 
dung von biinAbHRS-3/A9 . 

10 (C) Ein£luS au£ Ttunoren von Mausen 

CD30* L540CY Hodgkin's Lyitiphome wurden in SCID Mausen, wie in 
Hombach, A. et al . , Int. J. Cancer 55, (1993), 830; Renner, C. 
et al., J- Hematotherapy 4, (1995), 447 beschrieben, eta- 

15 bliert. Hierzu wurden 1.5x10'' Tumorzellen in 200/xl PBS subcutan 

in die rechte Flanke der Mause injiziert. Die Tumor -En twick- 
lung, d.h. der Tuitior-Durchmesser , wurde zweimal pro Woche 
bestiiraut. Mause mit Tumor en von 4-6 mm im Durchmesser wurden 
in verschiedene Gruppen eingeteilt und erhielten ein erfin- 

20 dungsgemalSes Fv-Antikorper-Konstrukt in 2 00/il PBS zusaramen mit 

NK-Zellen enthaltenden peripheren Blutlymphozyten (PBL-Zel- 
len) . Das Tumorvolumen und seine Entwicklung wurden bestimmt 
(vgl. Legende zu Fig. 4). 



25 



Es zeigte sich, daS ein erf indungsgemaSes Fv-Antikorper-Kon- 
strukt nicht nur in vitro sondern auch in vivo NK-Zellen akti- 
vieren kann, CD30* L540CY Morbus Hodgkin-Zellen zu lysieren. 



11 




Patentanspriiche 

Fy-Antikorper-Konstrukt mit Bindungsstellen fur einen 
CD16-Rezeptor und ein CD30-Oberf lachenprotein. 

Fv-Antikorper-Konstrukt nach Anspruch 1, wobei der CD16- 
Rezeptor von NK-Zellen stammt. 

Fv-Antikorper-Konstrukt nach Anspruch 1 oder 2, wobei das 
CD30-Oberf lachenprotein von Morbus Hodgkin- oder Reed- 
Sternberg-Zellen stammt. 

Fv-Antikorper-Konstrukt nach einem der Anspriiche 1-3, 
wobei jeweils eine Bindungsstelle vorliegt. 

Fv-Antikorper-Konstrukt nach Anspruch 4, kodiert durch 
den Expressionsvektor pKIDl6-30 (DSM 12960). 

Fv-Antikorper-Konstrukt nach einem der Anspruche 1-3, 
wobei jeweils zwei Bindungsstellen vorliegen. 

Expressionsvektor, kodierend fur das Fv-Antik6rper-Kon- 
strukt nach einem der Anspruche 1-6. 

Expressionsvektor nach Anspruch 7, nSmlich pKIDl6-30 (DSM 
12960) . 

Trans formante, enthaltend den Expressionsvektor nach 
Anspruch 7 oder 8. 

Verfahren zur Hers tel lung des Fv-Antikorper-Konstruktes 
nach einem der Anspruche 1-6, umfassend die Kultivierung 
der Trans formante nach Anspruch 9 unter geeigneten Bedin- 
gungen . 



Kit, vunfassend: 

(a) ein erf indungsgemafies Fy-Antikorper-Konstrukt , 




und/oder 

(b) einen erf indungsgemaSen Express ions vektor, sowie 

(c) tibliche Hilfsstoffe, wie Puffer, LSsungsmittel, Tra- 
ger, Kontrollen und Marker, 

wobei von den einzelnen Komponenten ein oder mehrere 
Vertreter vorliegen konnen. 

Verwendung des Fy-Antikorper-Konstruktes nach einem der 
Ansprtiche 1-6 zur Lyse von CD30-Oberf lachenproteinen 
exprimierenden Zellen. 

Verwendung nach Anspruch 12, wobei die Zellen Tumorzellen 
sind. 

Verwendung nach Anspruch 13, wobei die Tumorzellen Morbus 
Hodgkin- oder Reed-Sternberg-Zellen sind. 




Fv-Antikdrper-Konstrukte 

Die vorliegende Erfindung betrif ft Fy-Antikorper-Konstrukte mit 
5 Bindungsstellen fur einen CD16-Rezeptor und ein CD30-Ober- 
f lachenprotein, wobei sich die Fv-Antikorper-Konstrukte eignen, 
eine Regression von Morbus Hodgkin zu induzieren. Ferner be- 
trifft die Erfindung fiir solche Fy-Antikorper-Konstrukte kodie- 
rende DNAs sowie ein Verfahren zur Herstellung der Fy-Antikor- 
10 per-Konstrukte und ihre Verwendung. 



. . Xhol Ase) 

EcoRI RBS 

79 GCTCCCGGCTCGTATGTTCTGTGGAATTGTGAGCX^ 

PelB leader AIwNI Ncol Serum A 

157 CATGJ^TACCTATTGCCTACGQC^^ 

!► MetAlaGlnValGlnLeu 

VH anti-CD16 EcoRV 
235 CAGCAGTCreGAGCTGAGCTC^ 

1> GlnGjjiSerGlyAlaGlxiI^uValArgProGlyThrSerValLysIleSerCysLysAlaSer^ 

CDR-H1 EcoRV GDR-H2 

313 AACTACTGGCTAGGT TGGGTAAAACZVGAGGCCIX^CATGGACTC 

33 > AsnTyrTrpLeuGlyTrpValLysGlix?UrgProGlyHisGlyI^uGluTrp^ 
391 TATACTAACTAC^ATGAGAAATTCZL^.GGGa ^GGCCA 
59 ► TyrThrAsniyrAsnGluLysPheLysGlyLysAlaOlxrValT^ 

CDR-H3 

85 > ValArgSerLeuThr SerGluAspSer AlaValiyrPheCysMaArgSerAlaSerTrp^^ 

CHI Hindlll Linker EcoRV 

111^ MaArgThrThrValThrValSerSerAlaLysThrThrProLysLeuGlyGlyAsp IleGluLeuThrGlnSerPro 

VL anti-CD30 
625 AAATTCATGTCCACATCAGTAGGAGACAGGGTCAACGTC^ 

137 ► LysPheMetSerThrSerValGlyAspArgValAsnValThrTyrLysAlaSerGli^ 
703 TGGTTTCAACAAAAACCAGGGCAATCTCCTAAAGTTC^ 

163 ► TrpPheGlnGlnLysProGlyGlnSerProLysValLeuIleTyrSerAlaSerTyrArg'^^ 
781 CGCTTCACAGGCAGTGGATCTGGAACAGATTTCACTC 

189 ► ArgPheThrGlySerGlySerGlylteAspPheThrLeuThrlleSerAsnValGln^ 

C kappa NotI 

859 TTCTGTCAGCAATATCACACCTATCCTCTCACGTTC 

215 ► PheCysGlnGlnTyrHisThrTyrProLeuThrPheGlyGlyGlyThrLysLeuGluIleLysA^ 

BamH! c-myc epitope HisS tail Bglll 

937 GC.CGCTGGATCCGAACAAAAGCm^TCTCAGAAGAAGACCTAAACT^ 

241^ AlaAlaGlySerGluGlnLysLeuIleSerGluGlixAspLeuAsnSerHisHisHisHisHisHis 

RBS Pel B leader Ncol 

1015 AAAGAGGAGAAATTAACCATGAAATACCTATTGCCTACGGC^ 

Ncol - Serum A VH anti-CD30 

1093 ATGQCGGCCATGGCCCAGGTGCAACTG^ 

l^ MetJaaGlnValGlnLeuGlnGlnSerGlyAlaGlxiLeuAlaArgProGlyM 
1171 TGCAAGGCTTCTGGCTACACCTITACTACCTACACAATA 

2A> CysLysAlaSerGlyTyrThrPheThrThrTyrThrlleHis^^ 
1249 ATTGGATACATTAATCCTAGCAGTGGATATIXn^ 

50 ► IleGlyTyrlleAsnProSerSerGlyTyrSerAspTyrAsnGlnAsi^ 
1327 AAGTCCTCCAACACAGCCTACATGCAACTGAACAGCCTGACATCl^ 
76 ► Lys Ser SerAsnTOxrAlaTyrMetGlnLeioAsnSerLeuThrSerGlv 

CHI 

1405 GCGGACTATGGTAACTACGAATATACCroGTTTG^ 
102 ► AlaAspTyrGlyAsnTyrGluTyr^ThrT^ 

Hindlll Linker EcoRV VL anti-CD16 
1483 ACAACACCCAAGCTTGGCGGTGATATCCAGGCTGTTGT^ 
128>' ThrThrProLysI^uGlyGlyAspIleG InAlaValValThzGlnGluSerAlaLeuTta 

CDR-L1 

1560 AGTCACACTCACTTC TCXgCT^^ 
153 ► rValllirLeuThrCysArgSerAsnThrGlyThrValThrfto 

CDR-L2 

1638 TCATTTATTC^CTGGTCTAATAGG TCATACCAACA^^ 
179 ► pHisLeuPheThrGlyLeuIleGlyHisThrAsnAsnArgAlaProGlyValProAlaArgPheSerGlySer^^ 

CDR-L3 

1716 Trr^j^r.T^r^'^T'rr.r^rrrTrr^rrT^^Trjsr^^^^^^ 
205> eGlyAspLysAlaAlal^uThrlleThrGlyAlaGlnllirGluAspGli^ 

NotI BamHI 

1794 CA^CCATTGGGTG TTCGGTGGAGGAACCAAACT^ 
231^nAsnHisTrpValPheGlyGlyGlyThrLysLeuThrValLeuGlyGlnProLysSeri^ 



Fig. 1 



c-myc epitope His6 tail Nh 

' nLYsLeuIleSerGluGl\a^^K.eiiAsnSerHisHisHisHisHisHis 



c-rnyc epitope His6 tail Bell ,Nhel 

1872 

257 ► nLysLeuIleSerGluGli 

Hpal 

1950 TAGCnrTCAGGCATCAATAAAACGAAAGGCTCAGTCGA 

Sail Earl Pvul Fspl Bgll 

2028 GTCGACCTGGCGTi^TAGCGAAa^VGGCCCGCACaiATC 

Naei 

2184 AGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCT^ 

f1 IR Drain 

2262 GCTCCCOTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTAC 
2340 TGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTrTTTCGCCCTT^ 
2418 AACTGGAACAACACrcAACCCTATCTCGGTCT^^ 

Sspl 

2496 AAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTO 

BspHI 

2574 OSGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTCI^ 

Sspl Earl 
2 652 CCCTCATAAATGCTTCAATAATATTCA^^ 

ApaL 

2730 TTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTT^^ 

XmnI 

2808 GCACGAGTCGGTTACATCGAACrcGATCl^^ 
Oral 

2886 ATCATCAGCACTTTTAAAGTTCIX^ 

Seal 10 0 0 

2964 CGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTaACT 

B-Lactamase Pvui 

3042 AGAGAATTAIXXZAGTCCTGCCATAACCATGAGT^ 
3120 AAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCAC^ 

Fspl 

3198 GCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCinGTAGCAATGGC^ 

Ase! 

3276 CTACTTACICrAGCTTCCCGGCAACAAT^^ 

Bgll Bsal 
3354 GCCCnCCGGCIGGCTCGT^ 

3432 GGGCCAGAlXXTTAAGCCCnCCCGTATCGTAGTTATC^ 

3510 CAGATCGCTCAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCAT^ . 
Oral Oral BspHI 

3588 gatttaaaacttcatttttaatttaa;^ 
3666 cgtcagttttcotrccactgagcgtc^ 

3744 GTAATClXXriGCITGCAAACAAAAAAACC^^ 
3822 TTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCA^ 

AlwNI 

3900 TTCAAGAACTCTCTAGCACCGCCTACATACCTCGC^^ 

ColEI 2000 ApaLI 

3978 TCGTGTCTTAC(»3GTTCGACI^^ 

4056 ACACAGCCCAGCTTCGAGCGAACa^CCTACACCGAACTGAGAT^^ 
4134 CCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCXSGTAAGCGGaAGGGTC^ 
4212 GGAAACGCCTOSTATCTTTATAGTCCiGTC^ 

4290 GGGGGGCGGAGCCTATCGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTT^ • 
4368 ATCTTXnTrcCTCCGTTATCCCCTGATT^^ 

Earl 

4446 AGCCGAACGACaSAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGC^^ 

Asei BspMI 

4524 CGTTGGCCGATrcATTAATGCAGGTATC^ 



Fig, 1 (Fortsetzung) 
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